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บทคดัยอ่ 
งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อคดัเลอืกและศกึษาคุณสมบตัขิองแบคเทอรโิอซนิจากบาซลิลสัที่
แยกจากอาหารหมกัของไทย โดยบาซลิลสั 258 ไอโซเลตแยกมาจากตวัอย่างอาหารหมกัจํานวน 62 
ตวัอย่างและนําไปศกึษาความสามารถในการผลติแบคเทอรโิอซนิต้านเชื้อก่อโรคปลาด้วยวธิ ีagar 
well diffusion assay ผลการวิจยัพบว่า ไอโซเลต BB60a ซึ่งแยกมาจากผลิตภณัฑ์ปลาส้ม มีประ-
สทิธภิาพสูงสุดในการยบัยัง้เชื้อก่อโรคปลาที่เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก (Streptococcus agalactiae) 
และแบคทีเรียแกรมลบ (Aeromonas hydrophila) เมื่อจําแนกระบุชนิดของไอโซเลต BB60a ด้วย
ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาร่วมกบัลาํดบั 16S rDNA พบว่า มคีวามใกลเ้คยีงกบั Bacillus megaterium 
รอ้ยละ 99.83 นอกจากน้ียงัศกึษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อ B. megaterium BB60a ในการผลติสาร
แบคเทอรโิอซนิ พบว่า yeast extract ความเขม้ขน้ 12 กรมัต่อลติรทีเ่ป็นองคป์ระกอบของอาหารเลีย้ง
เชือ้ช่วยส่งเสรมิใหเ้ชือ้ผลติแบคเทอรโิอซนิไดส้งูสุด (p < 0.05) จากการศกึษาคุณสมบตัเิบือ้งตน้ของ
สารแบคเทอรโิอซนิพบว่ามคีวามเสถียรในช่วง pH 4–10 และในช่วงอุณหภูม ิ40–70ºC และพบว่า
สารน้ีถูกทาํลายไดด้ว้ยเอนไซม ์trypsin และ proteinase K แต่ทนต่อเอนไซม ์α-amylase และ lipase 
จากผลการศกึษาน้ีสรุปได้ว่าแบคเทอรโิอซนิจาก B. megatherium BB60a ออกฤทธิก์ารยบัยัง้เป็น
แบบ broad spectrum ทนสภาพกรด–เบสได้ในช่วงกว้าง และทนต่อความร้อน จึงเหมาะสมที่จะ
นําไปประยุกตใ์ชใ้นการเลีย้งปลาเพื่อยบัยัง้การตดิเชือ้ก่อโรคปลา 
คาํสาํคญั: บาซลิลสั แบคเทอรโิอซนิ เชือ้ก่อโรคปลา 
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Abstract 
 The aims of this study were to screen and preliminarily characterize the properties of 
bacteriocin produced by Bacillus isolated from Thai fermented foods. In this study, 258 isolates 
of Bacillus were obtained from 62 samples of Thai fermented foods and screened for their 
bacteriocin against fish pathogens. Antimicrobial activity of bacteriocin was evaluated using an 
agar well diffusion assay. Isolate BB60a derived from fermented fish product showed the 
highest antimicrobial activities against fish pathogens which were both Gram positive (Strep-
tococcus agalactiae) and Gram negative (Aeromonas hydrophila) bacteria. Bacterial iden-
tification based on cell morphology and 16S rDNA sequence revealed that the isolate BB60a 
was closely related to Bacillus megaterium (99.83% similarity). The effect of nitrogen sources 
on bacteriocin production was investigated. B. megaterium BB60a produced the highest 
bacteriocin when cultivated in the medium containing 12 g/L yeast extract. This bacteriocin 
showed stability over a wide range of pH (4–10) and temperatures (40–70ºC). It was denatured 
completely by trypsin and proteinase K, but not by α-amylase and lipase. From this study, it 
can be concluded that B. megaterium BB60a produces a broad-spectrum bacteriocin that tolerates 
acidic, alkaline and high temperature conditions and, therefore, it has the potential application 
in fish culture to prevent bacterial fish infection. 
Keywords: Bacillus, Bacteriocin, Fish pathogens 
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บทนํา 
 การเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์าเป็นทีนิ่ยมในประ-
เทศไทย โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงปลาน้ําจืด 
เน่ืองจากเน้ือปลาเป็นแหล่งของโปรตนีทีม่คุีณค่า
อีกทัง้ยังมีราคาถูก เลี้ยงง่าย และโตเร็ว การ
เพาะเลี้ยงปลานอกจากจะเป็นแหล่งอาหารที่
สําคัญภายในประเทศแล้วยงัมีความสําคญัต่อ
เศรษฐกจิเน่ืองจากเป็นสนิคา้ทีม่กีารสง่ออกไปยงั
ต่างประเทศปีละหลายลา้นตนั โดยปลาสายพนัธุ์
ทีนิ่ยมเลีย้ง ไดแ้ก่ ปลานิล ปลาไน ปลาตะเพยีน 
ปลาช่อน ปลาสลดิ ปลาดุก และปลาสวาย (Fishery 
Information Technology Center, 2017) จากการ
เพาะเลี้ยงปลาที่มากขึ้นจนกลายเป็นอุตสาห-
กรรม ทําใหก้ารเลีย้งปลาอยู่ในสภาพทีห่นาแน่น 
รวมถึงยงัสุขาภบิาลฟาร์มทีไ่ม่เหมาะสม สภาพ
อากาศทีเ่ปลีย่นแปลงไป ลว้นแต่เป็นสาเหตุที่ทํา-
ใหป้ลาเกดิความเครยีด ภูมคุิม้กนัโรคตํ่าลง และ
เกดิโรคตดิเชือ้ต่าง ๆ  ตามมาไดง้่ายโดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่โรคตดิเชือ้จากแบคทเีรยี (Tipia–paniagua et al., 
2014) ซึ่งเชื้อที่เป็นสาเหตุสําคญัในการก่อโรค
และพบไดม้ากในการเลีย้งปลาน้ําจดืของไทยคอื
แบคทเีรยีในกลุ่ม Aeromonas spp. และ Strepto-
coccus spp. (Maisak et al., 2013) ซึ่งวิธีการที่
ผูเ้ลีย้งนิยมใชใ้นการรกัษาคอืการใชย้าปฏชิวีนะ
เพื่อยบัยัง้โรคตดิเชือ้ในปลา แต่กลบันํามาซึง่ผลเสยี 
โดยเฉพาะอย่างยิง่คอืการเพิม่ขึน้ของแบคทเีรยี
ทีด่ือ้ต่อยาปฏชิวีนะและการตกคา้งของยาปฏชิวีนะ
ซึ่งส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภค (Smith, 
2008) และผลติภณัฑท์ี่มสีารปฏชิวีนะตกคา้งไม่
เป็นทีย่อมรบัใหจ้ําหน่ายในบางประเทศ (Regu-
lation (EC) No 1831/2003)  
 จากเหตุผลทีก่ล่าวมาทําใหผู้เ้ลีย้งจําเป็น 
ต้องหาแนวทางในการป้องกนัเชือ้ก่อโรคเหล่าน้ี 
ไม่ว่าจะเป็นการใช้วคัซนี สารสกดัจากพชื และ
อกีทางเลอืกหน่ึงคอืการใช้แบคทเีรยีโพรไบโอ-
ติกส ์(probiotics) เพื่อใช้ทดแทนการใช้สารปฏ-ิ
ชวีนะ โดยเฉพาะอย่างยิง่การใชแ้บคทเีรยีโพร-
ไบโอตกิสไ์ดร้บัความสนใจในการเพาะเลีย้งปลา 
เน่ืองจากได้ผลเป็นที่ยอมรบัว่าสามารถส่งเสรมิ
การเจริญของปลา กระตุ้นระบบภูมคุิ้มกนั และ
ช่วยให้ปลาต้านทานต่อการตดิเชื้อก่อโรค (Mei-
dong et al., 2018; Nayak, 2010; Newaj–Fyzul 
and Austin, 2015) โดย FAO/WHO (2006) ให้
คํานิยามของโพรไบโอตกิสว์่าเป็นจุลนิทรยีท์ีเ่มื่อ
โฮสต์ได้รบัเขา้ไปในปรมิาณที่เหมาะสมจะช่วย
ส่งเสรมิการเจรญิของโฮสต์ได ้แบคทเีรยีทีนํ่ามา 
ใช้เป็นโพรไบโอติกส์ในปลา ได้แก่ กลุ่ม lactic 
acid bacteria (Xia et al., 2018)  Bacillus (Gobi 
et al., 2018; Meidong et al., 2018) actinobac-
teria (Das et al., 2010) และยสีต ์(Hassaan et al., 
2018) แบคทีเรียโพรไบโอติกส์มีสมบัติสําคัญ
ได้แก่ ความสามารถในการทนต่อภาวะทางเดนิ
อาหาร ความสามารถในการเกาะเยื่อบุลําไสเ้ลก็ 
และความสามารถในการผลติสารต้านจุลินทรีย์
ก่อโรค โดยเฉพาะอย่างยิง่การผลติสารแบคเทอร-ิ
โอซนิ ซึง่เป็นสารประกอบกลุ่มโปรตีนหรอืเพป-
ไทดท์ีส่งัเคราะหจ์ากไรโบโซม (O’sullivan et al., 
2002) สามารถยบัยัง้จุลนิทรยี์กลุ่มใกล้เคียงกนั 
(Lee and Chang, 2018) หรือยับยัง้จุลินทรีย์
กลุ่มอื่นทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
(Cladera–Olivera et al., 2004; Scholz et al., 
2014) สารประกอบกลุ่มแบคเทอรโิอซนิผลติมา
จากแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เช่น แบคทีเรีย
สรา้งกรดแลกตกิ (Hwanhlem et al., 2017) กลุ่ม
บาซลิลสั (Lee and Chang, 2018; Scholz et al., 
2014) แบคเทอรโิอซนิเป็นสารประกอบทีท่นต่อ
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ความรอ้น แต่สามารถถูกทําลายจากเอนไซม์ใน
กลุ่มทีย่่อยโปรตนี ปัจจยัทีส่ง่ผลในการผลติแบค-
เทอริโอซนิขึน้กบัองค์ประกอบในอาหาร ไดแ้ก่ 
แหล่งคารบ์อน แหล่งไนโตรเจน ค่ากรด–เบสใน
อาหาร รวมถงึภาวะในการบ่ม โดยเฉพาะอุณหภูมิ
ทีเ่หมาะสมของจุลนิทรยีส์ายพนัธุน์ัน้ ๆ  (Embaby 
et al., 2014) สมบตัใินการผลติสารแบคเทอรโิอซนิ
มคีวามสําคญัอย่างยิง่ เน่ืองจากช่วยทําลายเชือ้
ก่อโรคปลา จึงทําให้ปลามคีวามแขง็แรงปราศ-
จากการติดเชื้อก่อโรค และเจริญได้ดี (Dobson 
et al., 2012; Fontana et al., 2013) จงึเป็นเหตุ-
ผลหลกัขอ้หน่ึงของงานวจิยัน้ี โดยจุลนิทรยีโ์พร-
ไบโอติกส์ที่ดีต้องแยกได้จากแหล่งที่เหมาะสม 
โดยอาหารหมักเป็นแหล่งที่มีรายงานว่าเป็น
แหล่งของโพรไบโอตกิสท์ีม่ศีกัยภาพ โดยเฉพาะ
อย่างยิง่แหล่งของบาซลิลสั ซึง่เป็นเชือ้ทีม่คีวาม
เหมาะสมในการสามารถพฒันาไปใชใ้นการเพาะ 
เลี้ยงปลาได ้เน่ืองจากสามารถสร้างสปอร์ได้จึง
ทาํใหร้อดชวีติไดส้งู (Inatsu et al., 2002; Lee and 
Chang, 2018; Meidong et al., 2018) จงึเป็นที่มา
ของงานวจิยัน้ีโดยแยกบาซลิลสัทีม่สีมบตัใินการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินที่สามารถยบัยัง้แบค-
ทเีรยีทีเ่ป็นสาเหตุของโรคตดิเชือ้ในปลาจากตวั-
อย่างอาหารหมกั และศกึษาคุณสมบตัิบางประ-
การของแบคเทอรโิอซนิทีบ่าซลิลสัผลติขึน้ เพื่อ
เป็นขอ้มูลสนับสนุนในการนําเชือ้แบคทเีรยีน้ีไป
พฒันาเป็นโพรไบโอติกส์ในการเพาะเลี้ยงปลา
ต่อไป 
 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
 การแยกเชื้อกลุ่มบาซลิลสัทีผ่ลติแบค-
เทอรโิอซนิจากตวัอย่างอาหารหมกั 
 แยกเชือ้บาซลิลสัจากตวัอย่างอาหารหมกั 
ทีนํ่ามาจากตลาดทอ้งถิน่ในจงัหวดัต่าง ๆ  ของภาค 
กลางและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย ดว้ยวธิ ีheat treatment (ดดัแปลงจาก Guo 
et al. (2006) โดยใสต่วัอย่างอาหารหมกัปรมิาณ 
2 g ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ mixed nutrient broth 
(peptone, 5.0 g/L; beef extract, 3.0 g/L; glucose, 
5.0 g/L; yeast extract, 1.0 g/L; MgSO4⋅7H2O; 0.5 
g/L, pH 7.0) ปรมิาตร 10 mL และไปบ่มทีบ่่มแบบ
เขย่า (35ºC, 150 rpm) เป็นเวลา 24 h จากนัน้
นําไปบ่มใน water bath ทีอุ่ณหภูม ิ80ºC เป็นเวลา 
15 นาท ีก่อนทํา serial dilution และกระจายเชือ้
บนอาหาร mixed nutrient agar นําไปบ่มที ่35ºC 
เป็นเวลา 24 h และเลอืกโคโลนีทีเ่จรญิบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ทีม่ลีกัษณะแตกต่างกนัไปศกึษาลกัษณะ
ของเชื้อกลุ่มบาซิลลัส (แกรม บวก รูปร่างท่อน 
สรา้งเอนไซมแ์คทาเลส และสรา้งสปอร)์ เกบ็ไอ-
โซเลตทีท่าํใหบ้รสิทุธิแ์ลว้ในกลเีซอรอล 20%(v/v) 
และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ–80ºC เพื่อใชใ้นการศกึษา
ต่อไป 
 แบคทเีรยีก่อโรคปลาทีใ่ชใ้นการทดลอง 
ได้แก่ Aeromonas hydrophila FW52 และ Strep-
tococcus agalactiae F3S (Tongpim et al., 2009) 
ซึง่เกบ็ในกลเีซอรอลทีค่วามเขม้ขน้ 20%(v/v) ที่
อุณหภูม ิ–80ºC ก่อนนําไปใช้ในการทดลองได้
เลีย้งใน Muller Hinton broth (Himedia, India) และ
บ่มที่ 35ºC เป็นเวลา 18 h จากนัน้ปรับให้มีค่า
ความขุ่นเท่ากบั McFarland No. 0.5 ก่อนนําไป 
ใชทุ้กครัง้ 
 นําบาซลิลสัทุกไอโซเลตมาศกึษากจิกรรม
การผลิตแบคเทอริโอซินด้วยวิธี agar well dif-
fusion technique (Hwanhlem et al., 2017) โดย
เลีย้งบาซลิลสัแต่ละไอโซเลตในอาหาร mixed NB 
บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูม ิ(ที ่35ºC, 150 
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่10 ฉบบัที ่1 (2562) 
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rpm) เป็นเวลา 18 h จากนัน้นําไปปัน่เหวี่ยงที่ 
7000 rpm, 4ºC (MPW MED, Instruments, Poland) 
เป็นเวลา 10 min เพื่อแยกเซลลอ์อก นําส่วนใสไป
ปรบัใหม้ ีpH เท่ากบั 7.0 ดว้ย 2 N NaOH เพื่อป้อง-
กนัผลทีม่าจากกรดอนิทรยี ์เตมิเอนไซมแ์คทาเลส 
(catalase; Himedia, India) ความเขม้ขน้ 1 mg/mL 
เพื่อกําจดัไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด ์(H2O2) นําไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที หยุด
ปฏกิริยิาโดยแช่ใน water bath ทีอุ่ณหภูม ิ65ºC 
นาน 5 min และแช่ในน้ําเยน็ทนัท ีจากนัน้กรอง
ผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 µm (Sartorius, 
Germany) ซึง่จะไดส้ารละลายส่วนใสทีม่ ีpH เป็น
กลางและปราศจากเชื้อ (cell–free neutralized 
supernatant, CFNS) เพื่อใชท้ดสอบต่อไป จากนัน้
นําเชือ้ก่อโรคปรมิาตร 100 µL ลงใน Muller Hinton 
soft agar (0.7% agar) ปรมิาตร 5 mL เทราดบน 
Muller Hinton agar ปรมิาตร 15 mL แล้วปล่อย
ให้อาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ตวั เจาะหลุมทดสอบด้วย 
cork borer ขนาด 6 mm และหยด CFNS ทีเ่ตรยีม
ไว้ลงในหลุม ๆ ละ 50 µL และนําไปบ่มที่ตู้บ่ม 
35ºC เป็นเวลา 18 h ตรวจผลโดยวดัเส้นผ่าน
ศนูยก์ลางของโซนใสทีเ่กดิขึน้ 
 การจาํแนกเชื้อทีผ่ลติแบคเทอรโิอซนิ 
 จาํแนกเชือ้ไอโซเลต BB60 โดยใชล้กัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ร่วมกบัการจําแนก
โดยใช้ลําดับ 16S rDNA โดยเพิ่มจํานวนยีนที่
บรเิวณ 16S rRNA gene ดว้ยวธิ ีpolymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 20F (5’-GAG 
TTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1500R (5’-GTT 
ACCTTGTTACGACTT-3’) โดยผลติภณัฑ ์PCR 
ทีไ่ดท้าํใหบ้รสิทุธิด์ว้ย GenepHlowTM Gel/PCR 
Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) และนําลําดบั 
16S rDNA ทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบกบัลําดบัเบสในฐาน 
ขอ้มลูของ National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI) และ EzTaxon server (Kim et al., 
2012) และนําไปสรา้ง phylogenetic tree ดว้ยโปร-
แกรม MEGA 5 
 ศกึษาสว่นประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทีใ่ชผ้ลติแบคเทอรโิอซนิ 
 อาหารเลีย้งเชือ้ในการศกึษาน้ีดดัแปลง
มาจาก Guo  et al. (2006) โดยศกึษาความเขม้ขน้
ของ yeast extract ต่อการผลิตแบคเทอริโอซนิ 
ของไอโซเลต BB60a เริม่จากเตรยีม inoculum 
ของบาซลิลสัในอาหาร mixed NB นําไปบ่มแบบ
เขย่าทีอุ่ณหภูม ิ35ºC และความเรว็รอบ 150 rpm 
เป็นเวลา 1 คนื นํา inoculum ของบาซลิลสัเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้ 5 สตูร (ตาราง 1) ปรมิาตร 
100 mL/250 mL flask ใหม้คีวามขุ่นเริม่ต้นเท่ากบั 
0.5 จากนัน้นําไปบ่มแบบเขย่าที่อุณหภูม ิ35ºC 
ความเรว็รอบ 150 rpm ภายหลงับ่มเป็นเวลา 24 h 
ตรวจสอบการผลติแบคเทอรโิอซนิ เพื่อยบัยัง้เชื้อ 
A. hydrophila FW52 และ S. agalactiae F3S ใน
สตูรอาหารต่าง ๆ  ดว้ยวธิ ีagar well diffusion assay 
ตาราง 1 สว่นประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้
ในการทดลอง 
องคป์ระกอบ 
อาหารเลีย้งเชือ้สูตรต่าง ๆ (%, w/v) 
MNB1 MNB2 MNB3 MNB4 MNB5 
peptone 5 5 5 5 5 
beef extract 3 3 3 3 3 
glucose 5 5 5 5 5 
yeast extract 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 
MgSO4.7H2O 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
 
ศกึษาการเจรญิและการผลติแบคเทอรโิอซนิ  
 เตรยีม inoculum ของบาซลิลสัในอาหาร
สูตร MNB4 ซึ่งเป็นสูตรที่มีการผลิตแบคเทอร-ิ
โอซนิสงูสุด นําไปบ่มแบบเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ35ºC
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ความเรว็รอบ 150 rpm เป็นเวลา 18 h จากนัน้
นํา inoculum ของ BB60a ใสล่งในอาหาร MNB4 
ปริมาตร 100 mL/250 mL flask ให้มีความขุ่น
เริม่ต้น OD600 เท่ากบั 0.1 และบ่มในเครื่องเขย่า
ควบคุมอุณหภูม ิที ่35ºC และความเรว็รอบ 150 
rpm จากนัน้เกบ็ตวัอย่างที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 24 และ 48 ชัว่โมง ตรวจวดัการเจรญิโดยวดั
ความขุ่นของเชือ้ที่ OD600 และค่า pH ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ ส่วนหน่ึงนํามาศกึษาการผลติแบคเทอร-ิ
โอซนิในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค A. hydrophila FW52 
ด้วยวิธี agar well diffusion assay ตามวิธีที่ได้
อธบิายไวข้า้งตน้ 
 ศึกษาผลของ pH เอนไซม์ และความ
รอ้นต่อการทาํงานของแบคเทอรโิอซนิ 
 ศึกษาผลของ pH ต่อแบคเทอริโอซิน
จากเชือ้ BB60a โดยนํา CFNS มาปรบัใหม้ค่ีา pH 
ระหว่าง 2–10 โดยใช ้1 N HCl หรอื 1 N NaOH 
นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC  เป็นเวลา 1 h เมื่อ
ครบเวลาปรบัให้เป็น pH 7.0 จากนัน้ศึกษาผล
ของ pH stability ทีม่ผีลต่อแบคเทอรโิอซนิ ดว้ย
วธิ ีagar well diffusion assay โดยทดสอบกบั A. 
hydrophila FW52 
 สาํหรบัการตรวจผลของเอนไซมต่์อการ
ทาํงานของแบคเทอรโิอซนิ เริม่จากนํา CFNS เตมิ
เอนไซม ์proteinase K (Sigma, USA) trypsin (Sigma, 
USA), lipase (Sigma, USA) และ α–amylase (Hi-
media, India) ความเขม้ขน้ 1 mg/mL จากนัน้บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ37ºC เป็นเวลา 1 h จากนัน้ศกึษาผล
ของเอนไซมต่์อแบคเทอรโิอซนิดว้ยวธิ ีagar well 
diffusion assay โดยทดสอบกบั A. hydrophila  
FW52 
 ศึกษาผลของความร้อนต่อแบคเทอร-ิ
โอซินโดยนํา CFNS ของไอโซเลต BB60a มา
เติมเอนไซม์แคทาเลส (CFNS-cat) ดงัวิธีที่อธิ-
บายไวข้า้งต้นและบ่มทีอุ่ณหภูม ิ40–100ºC เป็น
เวลา 30 min จากนัน้ศึกษากิจกรรมการยบัยัง้
การเจรญิของเชือ้ก่อโรคดว้ยวธิ ีagar well diffusion 
assay 
 
สถิติท่ีใช้ในการวิจยั 
 ทุกการทดลองทาํซํ้า 3 ครัง้ และวเิคราะห์
ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one–way ana-
lysis of variance, ANOVA) เปรยีบเทยีบความแตก-
ต่างระหว่างค่าเฉลีย่ดว้ยวธิ ีDuncan’s new multiple 
range test (DMRT) ทีค่วามเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 
 
ผลการทดลอง 
 ผลการแยกเชื้อบาซลิลสัและการผลิต
แบคเทอรโิอซนิ 
 ตวัย่างอาหารหมกัทีนํ่ามาศกึษา ไดแ้ก่ 
ปลาสม้ ผกักาดดอง ปลาจ่อม แหนมหม ูปลาสม้ 
แหนมเน้ือ สม้หมูชิน้ และจิ้นปลาหลอด จํานวน 
62 ตวัอย่าง แยกเชือ้บาซลิลสัไดจ้าํนวน 258 ไอ-
โซเลต โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เซลลเ์บือ้งตน้ของบาซลิลสั ไดแ้ก่ การตดิสแีกรม
บวก การสรา้งสปอร ์และการสรา้งเอนไซมแ์คทาเลส 
 จากการศกึษาการผลติแบคเทอรโิอซนิ
ในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคปลาของบาซลิลสัทัง้ 258 
ไอโซเลต พบว่า ม ี3 ไอโซเลตทีย่บัยัง้ A. hydrophila 
FW52 ม ี11 ไอโซเลตที่ยบัยัง้ S. agalactiae F3S 
และม ี19 ไอโซเลตทีย่บัยัง้ทัง้ A. hydrophila FW52 
และ S. agalactiae F3S (ข้อมูลไม่ได้แสดงไว้) 
จากผลการทดลองน้ีผูว้จิยัไดเ้ลอืกไอโซเลต BB60a 
ซึง่แยกมาจากปลาสม้ไปศกึษาต่อ เน่ืองจากสามารถ
ยบัยัง้เชื้อก่อโรคปลาทัง้สองสายพนัธุไ์ด้สูงทีส่ดุ 
โดยมีบริเวณใสในการยบัยัง้ A. hydrophila FW52 
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่10 ฉบบัที ่1 (2562) 
 
7 
และ S. agalactiae F3S เท่ากบั 17.6 มลิลเิมตร
และ 14.9 มลิลเิมตร ตามลาํดบั 
 ผลการจาํแนกไอโซเลต BB60a 
 ไอโซเลต BB60a เป็นแบคทเีรยีแกรม
บวก สร้างสปอร์และเอนไซม์แคทาเลส เมื่อวิ-
เคราะหล์าํดบั 16S rDNA (1450 bp) พบว่า มคีวาม
ใกลเ้คยีงกบั Bacillus megaterium ทีร่อ้ยละความ
เหมอืนเท่ากบั 99.83 โดย phylogenetic tree แสดง
ในภาพที ่1 
 
ภาพท่ี 1 Phylogenetic tree ของไอโซเลต BB60a เมื่อเทยีบกบัแบคทเีรยีกลุ่ม Bacillus spp. 
 ผลของ pH ความร้อน และเอนไซม์ต่อ
การทาํงานของแบคเทอรโิอซนิ 
 จากการตรวจสอบคุณลกัษณะของแบค-
เทอริโอซินที่ผลิตจากไอโซเลต BB60a (ตาราง 
2) พบว่า แบคเทอรโิอซนิจาก BB60a สามารถทน
ต่อ pH ได้ใน ช่วง pH 4–10 โดยมีกิจกรรมสูง
ทีสุ่ดเมื่อตรวจ-สอบจากขนาดบรเิวณยบัยัง้คือที่ 
pH 8 สามารถทนความร้อนได้ในช่วงอุณหภูมิ 
40–70ºC นาน 30 min เมื่อทดสอบกบัเอนไซม์ 
catalase, α-amylase และ lipase ยังคงมีกิจกรรม
ตา้นเชือ้ทดสอบ แต่เมื่อทดสอบกบัเอนไซม ์trypsin 
และ proteinase K ไม่พบกจิกรรมในการยบัยัง้เชือ้
ทดสอบ 
 
อภิปรายผล 
 อาหารหมกัเป็นแหล่งทีเ่หมาะสมในการ
แยกเชือ้ทีม่ปีระสทิธภิาพในการผลติสารแบคเทอร-ิ
โอซิน งานวิจัยน้ีสามารถแยก B. megaterium 
BB60 จากปลาสม้ที่ผลติแบคเทอรโิอซินในการ
ยบัยัง้เชือ้ก่อโรคปลาสายพนัธุ ์A. hydrophila และ 
S. agalactiae ได ้ปลาสม้เป็นอาหารหมกัทีท่าํมา
จากเน้ือปลา เป็นทีนิ่ยมบรโิภคเน่ืองจากมรีสชาติ
อร่อย ปรุงอาหารไดห้ลายประเภทและหารบัประ-
ทานไดง้่าย นอกจากน้ีอาหารหมกัชนิดอื่น ๆ ทีม่ี
รายงานการแยกเชือ้บาซลิลสัทีม่คีวามสามารถใน
การผลติสารแบคเทอรโิอซนิ ดงัในงานวจิยัของ 
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ตาราง 2 ผลของ pH เอนไซม ์และความรอ้นต่อ
กจิกรรมของแบคเทอรโิอซนิ 
 
Lee and Chang (2018) ได ้B. subtilis SN7 ทีผ่ลติ
สารแบคเทอรโิอซนิในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคในอาหาร
ได้จากเมจู (meju) ซึ่งเป็นอาหารหมกัที่ทําจาก
ถัว่เหลอืงทัง้ยงัเป็นแบคเทอรโิอซนิทีแ่บคเทอร-ิ
โอซนิชนิดใหม่ เรยีกว่า เมจูซนิ (mejucin) จะเหน็ 
ไดว้่าอาหารหมกันัน้เป็นแหล่งทีม่คีวามเหมาะสม
ในการนํามาแยกบาซลิลสัทีม่คีวามสามารถในการ
ผลติสารแบคเทอรโิอซนิ นอกจากน้ี B. megaterium 
BB60 ที่แยกได้ในงานวจิยัน้ียงัมคุีณสมบตัิผลติ
สารออกฤทธิท์ีส่ามารถทําลายเชือ้ก่อโรคปลาได้
แบบกวา้ง (broad spectrum) โดยสามารถยบัยัง้
ได้ทัง้แบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ ซึ่งเป็น
คุณสมบตัิที่สนใจที่มกีารศกึษาในงานวจิยัอื่น ๆ 
เช่น Lee and Chang (2018) ไดแ้ยก B. subtilis 
NS7 จากอาหารหมกัที่ทําจากถัว่เหลือง พบว่า
สามารถยบัยัง้ไดท้ัง้แบคทเีรยีแกรมบวก (B. cereus, 
B. licheniformis, Listeria monocytogenes, Micro-
coccus luteus และ Staphylococcus aureus) และ
แกรมลบ (Salmonella enteritica serovar. Typhi, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ 
Vibrio parahaemolyticus) ซึง่คุณสมบตัน้ีิช่วยให้
สามารถประยุกต์ใชแ้บคเทอรโิอซนิไดก้วา้งและ
เป็นทีต่้องการเน่ืองจากสามารถยบัยัง้เชือ้ก่อโรค
ไดห้ลากหลาย เช่น Meidong et al. (2017) แยก 
B. siamensis ไดจ้ากผกัดองและมคีวามสามารถ
ในการผลติแบคเทอรโิอซนิยบัยัง้เชือ้ก่อโรคปลา 
A. hydrophila และ S. agalactiae เมื่อนํา B. sia-
mensis มาเลี้ยงปลาดุก พบว่า สามารถช่วยให้
ปลาต้านทานต่อเชือ้ก่อโรค และส่งเสรมิการเจรญิ 
เตบิโตของปลาดุกได ้
 จากการศึกษาการเจริญและการผลิต 
แบคเทอรโิอซนิ พบว่า B. megaterium BB60a เริม่
ผลติแบคเทอรโิอซนิในระยะ mid–log phase ของ
การเจรญิและมกีารผลติสงูสุดในระยะ early sta-
tionary phase จากนัน้การผลิตแบคเทอรโิอซนิ 
ของ B. megatherium BB60a ลดลง อาจเน่ืองจาก
การทีแ่บคเทอรโิอซนิถูกดดูซบัไวท้ีเ่ซลลห์รอือาจ
ถูกทาํลายดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตนี (Parente et al., 
1994) รูปแบบการเจรญิและการผลติสารแบคเทอ-
รโิอซนิของ B. megatherium BB60a มคีวามคลา้ย-
คลึงกับบาซิลลัสสายพันธุ์อื่น เช่น B. thuring-
iensis subsp. entomocidus HD110 (Cherif et al., 
2008) และ B. amyloliquefaciens An6 (Ayed et al., 
2015) 
 หลงัจากคดัเลอืกบาซลิลสัทีส่ามารถผลติ
แบคเทอริโอซินยับยัง้เชื้อก่อโรคปลา จึงศึกษา
ปัจจยัทีส่่งเสรมิการผลติแบคเทอรโิอซนิของ B. 
megaterium BB60 พบว่า เมื่อเลี้ยงบาซลิลสัใน
 บรเิวณใสของการยบัยัง้ 
A. hydrophila FW52 (mm) 
pH:     4 16.4±0.6 
6 19.3±0.3 
8 19.4±0.2 
10 14.3±0.5 
เอนไซม ์(1 mg/mL)  
α–amylase 17.42±1.3 
lipase 17.37±0.9 
catalase 18.32±0.6 
proteinase K 0 
trypsin  0 
อณุหภมิู (ºC)  
40 19.4±0.2 
50 19.3±0.4 
60 18.2±0.3 
70 17.7±0.5 
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อาหารที่มี yeast extract ที่ความเข้มขน้ร้อยละ 
1.2 ทําให้เชื้อผลิตแบคเทอรโิอซินยบัยัง้เชื้อก่อ
โรคปลาสงูกว่าทีค่วามเขม้ขน้อื่น (p < 0.05) โดย
ความเขม้ขน้ทีน้่อยกว่าร้อยละ 1.2 (ร้อยละ 0.6, 
0.8 และ 1.0) อาจเป็นความเขม้ขน้ทีไ่ม่เพยีงพอ
ต่อการเจรญิและการสรา้งแบคเทอรโิอซนิของ B. 
megaterium BB60 ซึง่ yeast extract เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่สําคญัของแบคทีเรียที่ส่งเสริมการ
เจริญและการผลิตสารที่สําคญั ในงานวิจยัของ 
Anthony et al. (2009) พบว่า yeast extract ทีค่วาม
เขม้ขน้ร้อยละ 4.5 มอีทิธพิลต่อการส่งเสรมิการ
ผลิตแบคเทอริโอซินของ B. licheniformis AnBa9 
และสงูกว่าการใชแ้หล่งไนโตรเจนจาก NH4NO3 
Ayed et al. (2015) ศกึษาองคป์ระกอบในอาหาร
เลี้ยงเชื้อต่อการผลติสารแบคเทอรโิอซนิของ B. 
amyloliquefaciens An6 พบว่า แหล่งไนโตรเจน
ที่ส่งเสรมิการผลติแบคเทอรโิอซนิได้สูงที่สุดคือ 
yeast extract ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 1.0 เมื่อเทยีบ
กับ  peptone, soya peptone, NH4Cl, NaNO3, 
(NH4)2SO4 และ casein เมื่อใช้ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1.0  Embaby et al. (2014) รายงานผล
การศกึษา yeast extract ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.4, 
0.6, 0.8 และ 1.2 ต่อการผลติแบคเทอรโิอซนิ ของ
บาซลิลสั พบว่า ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.8 สง่เสรมิ
ให้บาซิลลัสผลิตแบคเทอริซินสูงสุด จึงเห็นได้
ชดัเจนว่า yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนที่
สาํคญัในการส่งเสรมิการผลติแบคเทอรโิอซนิของ
บาซลิลสั รวมทัง้ความเขม้ขน้ของ yeast extract 
ทีเ่หมาะสมขึน้อยู่กบัสายพนัธุท์ีศ่กึษาดว้ย 
 การศกึษาคุณลกัษณะของแบคเทอรโิอ-
ซนิที่ B. megaterium BB60 ผลติได้มคีวามสําคญั
ในการจําแนกชนิดของแบคเทอริโอซิน ในงาน 
วิจัยน้ีได้จําแนกเบื้องต้นโดยศึกษาผลของ pH 
ความร้อน และเอนไซม์ต่อการทํางานของแบค-
เทอรโิอซนิ พบว่า แบคเทอรโิอซนิจาก B. mega-
terium BB60 ถูกทําลายอย่างสมบูรณ์ด้วยเอน-
ไซม์ trypsin และ proteinase K แต่ทนต่อเอนไซม์ 
α-amylase และ lipase ซึง่เป็นการยนืยนัว่าสาร
ต้านแบคทเีรยีก่อโรคทีเ่ชือ้น้ีผลติไดเ้ป็นสารกลุ่ม
โปรตนี (Ayed et al., 2015) นอกจากน้ีคุณสมบตัิ
อื่นของแบคเทอริโอซินจาก B. megaterium 
BB60 คอื ทนต่อความร้อนที่อุณหภูม ิ60–90ºC 
และสามารถทนต่อค่าpH ได้ในช่วง 4–10 ทัง้น้ี 
Salazar et al. (2017) พบว่า แบคเทอรโิอซนิจาก 
B. amyloliquefaciens ELI149 ทนต่อความร้อน
ไดท้ีอุ่ณหภูมใินช่วง 60–100ºC และสามารถทน
ต่อค่า pH ไดใ้นช่วง 2–10 โดยคุณสมบตัขิองแบค-
เทอรโิอซนิดงักล่าวเป็นสิง่ทีต่อ้งศกึษาเพื่อใชเ้ป็น
ขอ้มลูในการประยุกตใ์ชต่้อไป 
 
สรปุผลการทดลอง 
 แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก B. mega-
terium BB60a ที่แยกมาจากปลาส้มมศีกัยภาพ
ในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคในปลาชนิด A. hydrophila 
และ S. agalactiae ไดส้งู แบคเทอรโิอซนิทีแ่บคทเีรยี
ชนิดน้ีผลติไดย้งัสามารถทนต่อค่า pH และความ
รอ้นในช่วงกวา้ง ทัง้ยงัสามารถสง่เสรมิใหผ้ลติแบค-
เทอรโิอซนิไดเ้พิม่ขึน้ เมื่อศกึษาการเตมิแหล่งไน-
โตรเจนทีค่วามเขม้ขน้เหมาะสม นอกจากน้ีแบคท-ี
เรยีชนิดน้ียงัเป็นเชื้อที่มศีกัยภาพในการนําไปใช้
ในการเพาะเลี้ยงปลาได้ เน่ืองจากมคุีณสมบตัทิี่
สาํคญัคอืสามารถยบัยัง้เชือ้ก่อโรคปลาไดอ้ย่างมี
ประสทิธภิาพ ซึง่ควรศกึษาแหล่งคารบ์อนทีเ่หมาะ-
สมสําหรบัการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย
ชนิดน้ีต่อไป 
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